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@ Verfahren zur Induzierung von Zellwachstum durch Verwendung geeigneter Mittel 
@ Die Erfindung betrifft eine Methode zur Therapie von 

Storungen des Kohlehydratstoffwechsels durch Verbes- 

serung der zellularen Funktion der insulinsezernierenden 

|VZellen durch Induzierung der Proliferation und Vcrhin- 

derung ihres vorzeitigen programmierten Zelltodes urn 

dadurch die Menge des korpereigenen Insulins zu erhd- 

hen, das bet erhohten Blutzuckerspiegeln ausgeschuttet 

werden kann. Eine bcvorzugte Methode betrifft die Verab- 

reichung von Effektoren, die die Proteinkinase B/Akt in 

den insulinsezernierenden J3 Zellen aktivieren. Bevorzug- 

te Effektoren beinhalten GLP-1, GIP, Exendin-4 oder Ago- 

niston des GLP-1 Rezeptors, Agonisten des GIP-Rezeptors 

und ihre pharmakologischen Salze und Derivate. Ferner 

beschreibt die Erfindung eine Methode Substanzen zu 

isolieren, die durch Aktivierung der PKB/Akt aul tnsulinse- 
• zernierende Zellen wachstumsfordernd wirken und einen 
- vorzeitigen Zelltod verhindern. 



CO 

in 

CM 

o> 



BUNDESDRUCKEREI 09.00 002 047/216/1 



14 



i 

Beschrcihung 

I . Kurzfassung 

Die Erfindung betriffl die Anwcndung von Verfahren zur 
Thcrapie dcs Diabetes mellitus. bei dcncn cs durch die Ver- 
abreichung von GLP-1, GfP odcr analog wirkenden Sub- 
sianzcn zur spcziltschen Akiivierung tier Serin-Threonin ki- 
nase Proteinkinasc B/Akt (PKB/Aki) in insulinsczernieren- 
den P-/cllcn der BauchspeichcltWse kommt. In Folge dcr 
Verabreichung von PKB/Aki-AkiivierungsciTckLorcn wird 
cine Vcrhcsscrjng der zcllufcren I-unkiicm durch cine Vcr- 
hinrferung des /.elliodcs mid cine Sicigerung der Prolifera- 
tion von msulinsezcmierendcn Zellen errcicht. Dadurch cr- 
hohl sich die Mengc dcs korpcreigenen Insulins und des C- 
iepnds. das bei crhohien Bluizuckerspiegeln ausgeschQllci 
werden kann ? was eine Slimulierung dcs Kohlchydraisioff- 
wechsels des bchandelten Organising nach sieh zichi Fcr- 
ner beschreibt die Hrfindung eine Methode Substanzcn /u 
isohcrcn. die durch Akiivierung dcr PKB/Aki auf insulinse- 
zemierende Zellen wachslumslordernd wirken und einen 
vorzeitigen /el hod vcrhindern. 

2. Stand derTcchnik 

ProblemstcIIung 

Bei der Thcrapie des Diabetes mellitus Tvp IT komnien 
haupjsachhch Verfahren zur Anwcndung. die die Insulins* 
kreiion aus insulinsezcrnierendcn p-Zellen der Bauchspei- 
clicldruse crhohen (z. H. Sulibnylharnsioffc wie GJipcncla- 
rmd), dicGlukoseaufnahme in die insulinsensitiven Cewebe 
crleichlem (z. B. Biguanide wie Metformin) oder die Annu- 
lling von Glukose in. lilui nach Nahrungsaufnahme vermin- 
dern (z. 13. a-Glukosidascinhibitoren wie Acarbose) Diese 
I ncrapte lorinen konnen .jedoch in der Regel die Phase des 
absoluten Insulinmangeis nich. vcrhindern sondcrn nur ver- 
zogern und konnen den Untergang tier insulinproduzieren- 
den Zellen mchi vcrhindern sondern hochstens verzfiicm 
(Clark el at. Diabetes Res Clin Pract 28 SuppI (1995) S 
39 47. Coutam ei al. Diabetes Melab 23 SuppI 1 (1997) 
-5 und C. R. Kahn in Principles and Practice of Endocri- 
nology and Metabolism. Second Edition, K.L Becker Kd 
CJ.B Lipincott Company. Philadelphia, (1995), 1198 120^ 
1210-1216)). 

Line andcre therapeutische Moglichkeil zur Behandlung 
dcs Diabetes melliius besichl in der pharniakologischcn An- 
wcndung dcs InkrclinelTcktes (Eberl und Creutzfeld Diab 
Mci Rev 3 (1987) 1 -16 und Dupre in The Endocrine Pan- 

V^\tJT° h ' Hd CRaven 1>ress ' New York. ( 1991) 
OJ-^Kl)). Nach oraler Aufnahmc ciner bestinunien Kalo- 
nenmenge kommi es zu eineni hoheren Ansneg des Insulins 
n» Plasma als nach parenterals Verabreichung der gleichen 
Kaloncnmenge. Diese hormoneUe Wirkung wurde als In- 
Kretmellekt bezeichnei (Hbert und Oeulzfeld, vide sura 
and rchmann et al. Endocrine Rev 16 (1995) 390 410) Die 
F eptidhonnonc Glucose-dependent instil inotropic polypep- 
tide (GIPj und Glueagou-clated peptide- 1 (GLP-1) wurden 
als Haupl-Inkretinhormonc charaklerisicrt (Fchntann ei al 
vide sunu Im lolgenden sind in der Bezeichnung GLP- 1 
und ( ,n alle h.oaknvcn lbrmcn von GLP-1 und G1P und ih- 
rcr Analoge mil insulinotropcn Wirkungen enthalten. Aller- 
naiiv werden die- bioakiivcn I'ormcn von GLP-1 und GJPals 
Insuhnotrope bezcichnct. GLP- 1 und CMP werden nach Nah- 
rungsaufnhame aus endokrinen Zellen des Darmes freige- 
setzt und bewirken eine fnsulinfreisetzung aus den insulin- 
sczermerenden ^-Zellen des endokrinen Pankreas in Abhan- 
gigkeu vom Glukoscspiegel im Plasma (Fchmann cl al vide 
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sura und Vol/, el al. vide sura). Die Re/.epioren liir GFP und 
GLP-1 wurden auf insulinsezcrnierendcn (i-'/ellen nachce- 
wiesen. Nach Bindung von GLP- 1 und GiP an ihre Rezeplo 
ren kommt es zu einem Anstieg dcs intrazcllularen zykli- 
^ schen Adenosinmonophosphat und dadurch uber die Crho- 
hung des lntazcllularen Calciums zu ciner erlcichtcrtcn In- 
suhnsckrelion (Fehmann ct al. vide sura. Vol/, el al. vide sura 
und Thorens in WO 93 19175 und WO 9625487). 

Die pharmakologische Verabreichung von GLP-1 zur Be- 
»0 handlung des Diabetes mellitus wird wcgen der insulinolro- 
pen Wirkung dieses Peptides als crlblgversprechcnder The- 
rapieansatz angeschen (zum Beispicl Mabener cl al. WO 
9325579). l-inc proliicrativc und anti-a|x>ptotische Wirkung 
von GLP-1 aut die insulinsezcrnierendcn Zellen isl jedoch 
15 in WO 9325579 nich. beschrieben. 

^ Modinkationcn von (iLP-1 zum Beispicl durch iipophile 
Subslitutionen etnzclner Aminosaurcn (Knudscn ct al. WO 
9808871) oder durch parunierale Applikaiion triillels lonio- 
poresis (Glenn ei al. WO 9325579) <*1er buccule Aulnahmc 
der insulinotropcn Wirksubstan/.en ((Julniak et al. US 
.*>863555) zielen darauf ah. den insulin! reiseizcuden HlTcki 
von GLP- 1 an den pankrealischcn p- Zellen zu versiarkcn 
Durch den Hinsaiz des langwirksamcn Lxcndm-Analoge 
von GLP-l (HolTmann et al. WO 97/46584) sol] ebcnlalls 
2S eine Uierapeutische wirksame Insulinlrcisctzung an den 6- 
Zellen verursachl werden. Die hier aufucfuhrten Patenl- 
schnfien beschreiben jwloch lediglich die insuhnotropen 
Wirkungen von GLP-l oder GLP-l Analogen ocler GI P-l 
Denvatcn. Line proliferative und anti-apopiotische Wirkung 
30 von GLP- 1 aul die insulinsezcrnierendcn Zellen isl jedoch 
weder mi WO 980S871, noch in WO 9325579 US 5863555 
oder WO 97/46584 beschrieben. 

Eine Thcrapie miuels GLP-1 odcr Analogen, die darauf 
„ I d '" karab ° len Wirkun ^n nach Myokardinfarkt 

S^S^T u 8 ? 8530 "** < h ™^™ Eingriffen (WO 
y»U8873) durch Insulinfrciscf/ung gi.nslig zu beeinnussen 
wurden ebcnl alls beschrieben. Audi hier werden weder pro- 
liferative noch antiapoptotischc Wirkunseu von GLP-1 be- 
schrieben. 

Um den Untergang dcr insulinse/ernierenden p-Z^fllen 
beim Diabetes niclliius entgegen/.u wirken. werden verschie- 
dene Slraiegicn e.xpcrimentcll angewandt. die darauf zielen 
die Mcngc an insulinsezcrnierendcn Zellen zu crhohen Die 
Internationale Patcntsehrifi W() 98/27210 (Jasper et al) 
*> beschreibt cin Verfahren. das durch die VcrabreichnnH eines 
Insulm-Homologs die Menge an korpereiucnen B-Zcllen er- 
hoht. Thorens beschreibt in W() 9625487 die (iabe von *en- 
jechnologisc-h hcrgcslclltcu ZcllLinicn. die durch die Kopp- 
lung dcr Insuhnsekrction an cine crlblgtc Stimulation dcs 
^P-l- oder des GIP-Rezcptors dem Insulinmanecl beim 
Diabetes mclhtus entgegenwirken. Linen ahnlichen thera- 
peunschen Weg durch die Anwcndung sehr aufwendiger 

wn^Q7oT^ her w iHel beschreiben -Soon-Shionet ai. ,n 
W09749728. Diese Verfaliren sind .jedoch msgesamt sehr 

fcrru ^ CinCF klinischcn Anwt -* n ^"ng ent- 

Die Proteinkinasc B/Akl (PKB/Akl) ist eine ubiuuitar ev- 
pntmcne Scrin-'ITirconin Kinase, .lie in drci Isoformen vor- 
kommt (PKB(X/Akt 1 . PKBB/Ak.2. PKJi Y /Akl3; ( 'offer et al 
60 Biochem. J. 335 ( 1 998) 1 1 3). Die Bedeutung der PKB/Aki 
lur die Proliferation und Verhinderung dcs pmgrammicrien 
Zclhodes konnte fur viele zellulare Systcme nachgewicsen 
werden ((.oiler ct al. vide sura). Die PKB/Akt kann durch 
Rezeptonyrosinkinascn fur Waet.st must akt ore n oder durch 
« (^Protein gekoppelte Re/.cptorcn aklivicr; werden (Mua'a 
et al. J. 

Biol. Chen. 273 (l!W8) 1 9080- 1 9085). Dadurch dunei 
s.ch d, L - PKU/Ak. in bcsomlcrcr Wei.sc uh cin pharmak'olo 
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gischer Angril'fspunki inn die I'unkiion /.cllularer Sysiemc 
durch Krhohung dcr prolilcru liven Akliviiiit und Verhinde- 
rung des vorzciligcn Zc 1 1 lodes zu vcrbessern wie es Roenn- 
holm el al. in WO 9901 15 1 fur eine Bchandlung des insulin- 
rcsisicnien Ilerzmuskcls mil Wachslumshormonpraparaien 
be sen re i ben. 

Losung 

Aufgabc der vorlicgenden Hrtindung isles, durch die Ver- 
abreichung einer pharrnakologiseh akliven Subsianz die zel- 
lulare Funktion insulinsezcrnicrcndcr p- Zellen zu vcrbes- 
sern indent durch die Aklivierung der PKB/Aki diese 7.uin 
Wachstum angcrcgi werden und ihr fruhzeitiger program- 
micrier Zelilod vcrhinderl wird. uiu dadurch die Phase des 
reiaiiven und absoluien Insuiinmangels bci der Therapie des 
Diabcies mellilus zu vcrhindcrn. Die Subsianz soli uber ei- 
nen auf den insulinsezernicrendcn P-Zcllcn lokalisierlen Rc- 
zepior wirken und durch die Vcrmilllung des durch die U- 
gandenbindung akiivienen Rczepiors inlrazcllulare Signal- 
iransduklionsmolekule aklivieren. die prolifcraliv und anli- 
upolotisch wirken. Urn cine spezitische Wirkung an den in- 
sulinsezernierenden 0- Allen /.u erreichen. soil die pharma- 
kologisch aktivc Suhsianz an Kcxcpiurcn binden, die vor al- 
ien) auf insulinsezernierenden /ellen cxpriuiiert werden. 

3. Beschreibung des Verlahrens 

Diese Aufgabc wird erlindungsgemafi dadurch gelosl, 
dass cine effeklivc Dosis von GUM. GIP, Hxcndin oder de- 
ren Analogen verabreichi wird. Dadurch werden die. auf 
den insulinsezernicrendcn p-Zellen behndlichen, Rezepio- 
ren fiir GLP- 1 oder GLI > aktivicrl. die wiederum die inlrazel- 
lulare Kinase PKB/Aki aklivieren. ALs Folge dieser PKB/ 
Akl Aklivierung konum es zu ciner Proliferation der insu- 
linsezernierenden p-Zellen und zu einer Verhinderung des 
fruhzciiigcn. durch die diabeiische Stolt'weehsellagc ausgc- 
losicn. programniienen Zelilod der insulinsezernicrendcn p- 
Zeilcn. Dadurch erhohl sieh die Mcngcn des korpereigenen 
Insulins und des C-Pepiids. das bei crhohier Blulzuckerspie- 
geln ausgeschuuei werden kann. was cine Stimulierung des 
KohlchydralslolVwcehsels des bchandellen Organismus 
nach sieh zichl. 

In einer Ausbildung der Meihode wird GLP-1 in einer 
Dosis von I bis 50 picoM/kg Korpergewicht/Minuie inira- 
venos verabreichi oder in einer Dosis von 0.1 bis 50 na- 
tioM/kg Korpergewicht/Minuie subkuian. 

Nach einer andercn Ausbildung dcr Meihode wird GIP in 
cincr Dosierung von 1 bis 50 picoM/kg K6rpergewichl/Mi- 
nule intravenos verabreichi oder in einer Dosis von 0.1 bis 
50 nanoM/kg Kbrpergewichl/Minute subkuian. 

Hine weilere Ausbildung dcr Meihode bestehl darin, dass 
E.\endin-4 in cincr Dosierung von 50 bis 50()nanoM/kg 
Korpergewicht/Minuie iniravenos verabreichi wird oder in 
einer Dosis von 5 bis 500 microM/kg Korpergewicht/Mi- 
nuie subkutan. 

In einer weiieren Ausbildung der Meihode werden phar- 
rnakologiseh aktivc Subst an/en mil agonislischcr Wirkung 
am GLP-1 Rezepior oder am GIP Rczeptor in einer Dosis 
verabreichi. die die GLP-1- und GU'-Rezeptoren so aklivie- 
ren. dass dadurch die PKB/Aki akliviert wird. Die agoni- 
siisch wirkenden Subsianzen am GLP-1- oder GEP-Rezeptor 
konnen pepliderge Agonistcn oder nichl pepliderge Agoni- 
sten sein und iniravenos. subkuian, intramuskular, Iransdcr- 
mal. oral, buccal oder sublingual verabreichi werden. Wei- 
terhin ist die Verabreichungslorm bci oraler Gabe cine Ta- 
bletie. cine Pille. ein Dragee, cine Kapsel oder ein Granu- 
Imn. 



In einer besonders vorieilhafien Form der /Vushildung der 
Meihode wird GLP- 1 oder einc Subsianz mil agonisiischer 
Wirkung am GLP- 1 Rezepior und GIP oder cine Subsianz 
mil agonislischcr Wirkung amGiP Rczeptor /.usammen ver- 

5 abreichi. Die Kombinaiionsbchandlung kann auch aus der 
Vcrabrciehung von Hxendin-4 ixlcr cincr analog wirkenden 
Subsianz /.usammen mil GrP oder einer Subsianz mil agoni- 
slischcr Wirkung am GIP- Rezepior bestchen. 

Die crfindungsgcmaHe Ausbildung dcr Meihode kann an- 

10 gewandt werden bei alien primiiren l'ormcn des Diabcies 
mellilus (Diabetes mellilus Typ 1 und 2. MODY-] : ormen des 
Diabcies) und bci sckundiircn l'ormcn des Diabcies melli- 
lus. Hine weilere besonders vortcilhafie Ausbildung der Me- 
ihode bcsieht in der Anwendung bei Vbrsiufen des Diabetes 

15 mellilus Typ 1 und 2 insbesondcre ini Siaditim der einge- 
schrankien Glukoseioleranz. 

Hine Weiterenl wicklung der crlindungsgctnaBen Methode 
beslehl in der Klublierung cincs Vcrsuchsunsalzes /.ur Isolic- 
rung von Subsianzen, die auf insulinsezcmiercnde p-Zellen 

20 wachslumsfordcrnd wirken und einen programniienen Zeli- 
lod verhindern. Zellen, die weilgehend den insulinsezernie- 
renden fi-Zellen in ihren physiologischen und paihophysio- 
logischen Eigenschaflen entsprechen. werden kuliivicn und 
mil pharmakologischen Subsianzen bci vcrschiedenen Glu- 

25 kosekonzeniraiionen inkubierl. Die proliferative Aktivitiit 
wird durch den liinbau von *!!- rhymidin oder durch Um- 
wandlung eines Telrazoliumfarhsloffes (Garmiehel el, al. 
Cancer Res. 47 (1987) 943 946) geinessen. Proliferaiiv ak- 
tive Subsianzen werden nachfoigend durch den Vergleich in 

.W anderen Zellsysiemen auf die Spc/.ililiil der Prolifcralionsin- 
duktion gcteslct. Die Wirkung auf die PKB/Aki wird in ei- 
nen Immunoblot mil aklivicrungsspczilischcn Aniikorpern 
(New Hngland Biolabs). durch Gelschifl oder in eineiii Akl- 
assay (Coffer ci al. vide sura) bestimnu. 

35 In einer Ausbildung der Meihode sind die Zellen INS- 1 
Zellen, HIT-Zcllen, p-TC-Zcllcn oder RINrnF5-Zellen (As- 
fari el al. l-ndocrinology 130 (1992) 167 178). I Sine weilere 
besonders vorleilhafte Ausbildung der Meiho<le beslehl in 
der Verwendung isolierter Insel-Zellen ausSaugelieren. vor- 

40 zugsweise aus Ratlen oder Schwcincn (I.acv el al. Diabetes 
16(J967)39fQ. 

Einc weilere Ausbildung der Meihode beslehl in der Be- 
stimmung dcr anii-apopioiisehcn Wirkung von pharmakolo- 
gischen Subsianzen durch die Kuliivierung von Insel-Zellen 

45 oder p-ZellLinien wie oben beschrieben ohne Serum im 
Zcll-Kullunnedium. Unier diesen Be<tingungen untergchen 
die Insel-Zellen in Abhiingigkeit von der t ilukosekonzcntra- 
tion im Zell-Kuliurmedium nach 24 h bis 48 h einein pro- 
gramniienen Zclltod, dcr durch verschiedeue Verl ahrcn wie 

50 zum Beispiel dem Nucleosomenassay cxlcr der DNA-Frag- 
menlicmng (siehe Kaialog Rcvhe Molecular Biochemicals 
1999 Biocheniicals Catalog Seiie 254 281) besiimnu wer- 
den kann. Durch den Zusatz von pharmakologischen Sub- 
sianzen in den Versuchsansaiz kann die anii-a|*>pioiische 

55 Wirkung ermiltelt werden. 

4. Vorleile und Neuheiicn des Verlahrens 

Besonders vorieilhafi isi bei dem bcschriebcncn Verfah- 
60 rcn, dass durch die Gabe von pharmakologisch akliven Sub- 
sianzen cin Wachstum und ein Sehutz Vor einem fruhzeiii- 
gen programniienen Zelilod der insulinproduzicrenden p- 
Zellen erreichl wird. Dadurch unierschcidei sieh die Me- 
ihode wcscmlich von andercn iherapculischcn Mcilnxlen in 
65 der Bchandlung des Diabetes inellitus. Die elablierien thera- 
peulischen Verfahren in der Bchandlung der diabeiischen 
StolVwcchsellage bcinhalten einc Steigerung der Insulinse- 
krclion. cine Verbcsserung der Glukoseaufnahme in die 
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Zelle. eine I lemmung der Glukoneogenese in der Leber, 
eine Vemrinderung der Rcsorhiion von Kohlehydraten und 
die Gabe von Insulin in verschicdenen pharmakologischen 
Zubereitungen (CR. JCahn in Principles and Practice of En- 
docrinology and Metabolism. Second Edition, K.L. Becker 
lid (LB. Lipineoii Company. Philadelphia. (1995), 
1202. 12H) i 2 16; dark ci'al. Diabetes Res Clin Praci 
28 Suppl (1995) S39 47 und Coutanl el al. Diabetes Melab 
23 Suppl } i 1 997 1 25 28). Diirch die gczielie pharmakologi- 
sche Induzierung einer gcsleigcricn Pro lifer at ion und einer 
Verhmdcrung des friihzciiigen prog rain mien en Zelltodcs 
der insulinprodu/jcrcmlcn p-Zcllen kann die Mcngc des 
korpercigenen Insulins crhohl vvcrden. Dadurch wird die 
diabciische Stoflwechsellage giinsiig bceinfiuBt. Die beson- 
dere Siluaiion, dass auf den instil inproduzierenden Zellen 
G-Protein gekoppelic Rezepioren der Inkrelinhormone GIP 
und GLP-1 cxprimicrt werden. die nach Ligandenbindung 
bei erhohlcn Glukosekor.zenlralioncn cine erhohlcn Akli- 
vierungsgrad der PK B/Aki bewirken, is! hesonders vorieil- 
haft fur ihre pharmakologische Beeinllussung. Die hier dar- 
geslelllen Verfahren siellen ziun erslen Mai eine Melhode 
dar. bei der es durch die Aktivicrung der GLP-l- und GIP- 
Rezcpioren auf den insulinproduziercnden Zellen durch die 
Aklivierung der PKB/Aki zu ciner Sleigerung der Prolifera- 
tion und zu einem Schuix vor einein truhzeitigen program- 
mierlen Zejliod komiiu. In einer Wciterentwicklung der Me- 
ihode werden Verfahren dargeslclll. die es erlauben gezicll 
ex'ra- und intra/ellulare ElVekloren fur eine Aklivierung der 
PKB/Aki in insulinproriuziea-nrien Zellen zu isolieren. 

5 An we nrfung she i spi e I e 

5.1 Melabolische Aklivitai in der P-Zell-Linic INS- 1 nach 

Slimulierung niit Insulin, \0V-\ und GLP-1 

INSM Zellen (Asian el a!, vide sura; Passage 80-110) 
wurden in 96 well Zcll-Kuliurschalen in RPMI 1040 Me- 
dium iGibco) mil 10% Kalberserum (Sigma, Dcisenhofen, 
FRG) kuliivien. Nach einer Hungerphase von 24 h in RPMI 
1640 ohne Kalberserum wurden die Zellen bei verschiedc- 
nen Glukosekonzenirationen mil GLP-1 (100 nM; Bachem 
Bubendorf. CH). IGF-1 (10 nM; Bachem) und Insulin 
(100 nM; Huminsulin Hoechsi) fur 20 h slimuliert. Die me- 
labolische Aklivitai als MaO der Zell-Proliferation wurde 
mil cinem Teirazoliumfarbsloff (EZ4U. Biomedica. Wicn, 
A) hestimml. Der Farbsloll wurde fur 6 h in dem Stimulati- 
onsmedium belassen und danach wurde die Extinktion bei 
450 nm in einem ELISA-Reader hcstimml. Die Stimulation 
mil 100 nM GLP-1 liilirte zu einer glukoseabhangigcn Pro- 
liferation der INS- 1 Zellen. die bei lOmMGIukose mit3l% 
und bei 15 mM mil 41% circa doppch so hoch war wie bei 
einer alleinigen Slimulalion mil 10 mM Glukose (13%) und 
15 mM Glukose (23.5%). Dabei lag die Stimulation durch 
GI.P-l auf die meiabolische Aklivitai ungelahr gleich hoch 
wie bei einer Slimulalion mil 100 nM Insulin und 10 nM 
IGF : -1 (Abb. I). Die proliferative Aklivitai wurde als pro- 
zeniuale Relation im Vergleich /.u einer Slimulalion der Zel- 
len mil 10 mM Glukose und 10% Kalberserum besiimmt. 

5.2 Bcsiimmung der PKB/Aki Aklivierung durch GLP-1 

INS-] Zellen wurden kuliivien wie oben beschrieben. 
Die Zellen wurden iiber Nat hi in RPMI 1640 Medium ohne 
Scrumzusalz gehungen. Die Stimulation der Zellen crfolgle 
mil GLP-1, Insulin und IGF- 1. Zur Bestimmung des Zeii- 
verlaufes der PKB/Aki Aklivierung wurden die Zellen bei 
10 mM Glukose mil GLP-1 . Insulin und IGF- 1 in einer Kon- 
zentration von 10 nmol zwischen 3 und 360 Minuten stimu- 
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liert. Die Zellen wurden lysierl und l(X)-/.g Proicin wurden 
auf mil einem 7%igen SDS-PAGE Gel aufgetrennL auf Ni- 
Irozellulose Membranen Iransferieri und die akiivierie PKJ3/ 
Akl wurde mil einem phospho-speziftschen Antikorper ge- 
5 gen pSer473 der PKBa/Akil nachgewiesen. Ein Immuno- 
bloi fur die Gcsamtform der PKB/Aki dicntc als Konirollc 
(New England Biolabs). Das Maximum der PKB/Aki Akli- 
vierung durch GLP-I lag bei 360 Minuicn (Abb. 2A) wah- 
rend Insulin (Abb. 2B) und IGE-1 (Abb. 2C) die PKB/Aki 
io zwischen 3 und 30 Minuicn maxima! stimuliericn. 

Um die Dosis-Wirkungskurve von GLP-I im Vergleich 
zu Insulin und IGP-1 zu besiimmen. wurden INS- 1 Zellen 
iiber Nachi in RPMI Medium ohne Semnizusalz gehungen 
und danach fur 10 Minuicn (Insulin und IGF- 1) bczichungs- 
15 weise 360 Minuicn (GLP-1) slimuliert. GLP-I fiihrle zu ei- 
ner halbmaximalen Aklivierung in einer Konzcntraiion von 
10 nM (Abb. 3A) wahrend die halhruaximale Slimulalion 
fur Insulin bei 50 nM (Abb. 3B) und liir IGF-1 bei I nM 
(Abb. 3C) lag. Die Besiirumung der PKB/Akt Aklivitai 
20 wurde durchgefuhrt wie oben beschrieben. 

Die Glukoseahhangigkcit der PKB/Aki Aklivierung 
wurde durch Slimulalion mil 10 nM GLP-I 160 Minuicn) 
und 10 nM Insulin und 10 nM IGE-1 t jeweils 10 Minuien) 
bcslimmi (Abb. 4). Die Messung der PKB/Aki Aktivierunu 
15 wurde durchgcluhrl wie oben beschrieben. Der Grad der 
PKB/Akt Aklivierung konnie durch eine Sleigerung des 
Glukosezusalzes im Medium crhohl werden. Dabei zeigie 
sich auch cine Erhohung der PKB/Aki Aklivierung durch 
GLP-1, Insulin und IGF-1 bei supraphysiologischen Gluko- 
30 sekonzenlralionen (Abb. 4). 

8. Erlauierungen zu den Abbildungen 

Abb. 1: Beslinmiung der meiabolischen Akiiviiat in der 
35 ^Zell-Linie INS-1 bei verschicdenen Glukosekonzemraiio- 
nen und nach Slimulierung mil I()nM KJF-1 und HX)nM 
Insulin und IGF- 1 . lX*r Grad der meiabofischen Aklivierung 
isl als prozentuale Relation im Vergleich zur meiabolischen 
Aktivilal bei 10 mM Glukose und Hi% Kalberserum im Sli- 
40 mulationsmedium angegeben. lirgebnisse aus 12 unabhan- 
gigen Versuchen. 

Abb. 2: Zeilverlauf der ProieinkinascB/Aki Aklivierung 
in der der P-Zcll-Linic INS-1 durch GLP-1 (A). Insulin (B) 
und IGF-1 (G). INS- 1 Zellen wurden uber Nachi in RPMI 
45 1640 Medium gehungen und mil 10 nM GLP-L Insulin und 
IGF-1 slimuliert. Die Aklivierung der PKB/Aki wurde 
durch Auflrennung der Proieine in einem 7%igen SDS-Page 
Gel und nachfolgenden Iminunoblot mil einem aktivie- 
ruugsspe^ilischcn Antikorper gegen das phosphorvlierie Se- 
50 rin 473 der PKBa/Akt I (New England Biolabs) nachgewie- 
sen. Ergebnisse aus 3-5 Versuchen. 

Abb. 3: Dosis-Wirkungskurve der PKB/Aki Aktivierung 
in der der P-Zcll-Linie INS-1 durch GLP-1 (A). Insulin (B) 
und IGF-1 (C). INS- 1 Zellen wurden iiber Nachi in RPMI 
55 1640 Medium gehungen und mil verschicdenen Konzentra- 
lionen von GLP-1. Insulin und IGF- 1 slimuliert. Die Akli- 
vierung der PKB/Aki wurde durch Auflrennung der Pn> 
leinc in cinem 7%igen SDS-Page Gel und nachfolgenden 
Immunobloi mil einem ak'ivierungssjxv.ifischen Antikorper 
60 gegen das phosphorylierte Serin 473 der PKBct/Akl I (New 
I England Biolabs) nachgewiesen. lirgebnisse ;ms 3 0 Versu- 
chen. 

Abb. 4: Glukoscabhangigkcii der ProtcinkinaseB/Aki 
Aklivierung in der der p-zcll-Linie INS- 1 ilurch ( iLP- 1 (A J. 
« Insulin (B) und IGF- 1 (C). FNS- 1 Zellen wurden uber Nachi 
in RPMI 1640 Medium gehungen und bei verschicdenen 
Giukosekonzcntrationcn mil !0 nM GLP-1. Insulin und 
IGF-1 slimulien. Die Aklivierung der PKB/Aki wurde 
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(lurch Auflrcnnuni? tier Proieinc in eincni 7%igen SOS-Page 
Gel und nachfolgendcn Immunoblot mil einem aktivic- 
rungsspezilischen Antikorper gegendas phosphorylierie Se- 
rin 473 der PKBrx/Aki 1 (New England Biolabs) nachgewie- 
sen. Ergebnisse aus 3-6 Versuehen. 5 

Paicnianspriichc 

1. Die Verwendung eines phannazeulischen Miliels, 
das (iLP-K einen GLP-1 Agonisten oder ein GLP-1 10 
Derivat enihall, um die insulinsezemierenden P-Zellen 
zur Proliferation anzuregen und ihrcn vorzeitigen pro- 
graniniienen Zellkxl zu verhindcrn. 

2. Die Verwendung eines phannazeulischen Miliels. 
das GIP. einen GIP Agonislcn oder ein GIP Derival 15 
cnihalt. um die insulinsezerriierenu'en (J-Zellen zur Pro- 
liferation anzuregen und ihren vorzeitigen program- 
r.iicrien Zclliod /.v. vcrhindcrn. 

3. Den Gebrauch eines phannazeulischen Miliels. dns 
Hxer.din-4. einen Hxendin-4 Agonisten oder ein Excn- 20 
din-4 Derival enihall. umdie insulinsezemierenden (5- 
Zcllen zur Proliferation an/.uregen und ihren vorzeiti- 
gen programniienen /elhod zu verhindem. 

4. Hine Mcihode /.u.siande mil gestoriem Kohlehydrai- 
siorVwcchsel dnrch Akiivierung der PKU/Akt in insu- 2S 
linproduzierendcn [J-'/ellen zu behandeln, indem cin 
phannazeultsches Miuel. beslehcnd aus GLP-1, GLP- 1 
Agonisten. CUM Derivaten, Agonisten des GLP-1 
Rezeplors. Agonisten der GLP-1 Signal Transdukli- 
onskaskade, Millel, die die Synthese endogenen GLP- 1 30 
stiniulieren. Millel, die die Hrcisetzung von GLP-1 sli- 
mulieren und ihrer pharmakologisehen Salze. verab- 
reichl wird. 

5. Hine Melhodc nuch Ansprueh 4, dadurch gckenn- 
zcichncl. dass das pharinazeutisehes Mittel aus der 35 
Gruppe. beslehcnd aus GO*- 1 . GIP- 1 Agonislen, GHM 
Derivaten. Agonisten des GIP-1 Rezeplors, Agonisten 
der GIP- 1 Signal Transduktionskaskade, Millel, die die 
Synthese endogenen GIP-1 stiniulieren. Mittel, die die 
Frciselzung von GIP-1 stiniulieren und ihrc pharmako- 40 
logisehen Salze. ausgewahll wird. 

6. Hine Melhodc nach Ansprueh 4, dadurch gekenn- 
/.eiehnei. dass das pharnia/euiische Millel aus der 
Gruppe, beslehcnd aus Hxendin-4 und Excndin-4 Ago- 
nisten und Hxendin-4 Derivate und ihrer pharmakolo- 45 
gisehen Salze, ausgewahll wird. 

7. Hine Met node nach Ansprueh 4. 5 und f>. dadurch 
gekennzeichnel. dass der Zusland mil gestortem Koh- 
IchydratsiolTwcchsel aus der Gruppe Diabetes mcllitus 
Typ 1 und 2. MODY. Geslaiionsdiabctcs und sekundii- 50 
rer Diabetes ausgewahll ist. 

8. Hine Mel node nach Ansprueh 4, 5, 6 und 7. dadurch 
gekennzeichnel. dass das pharmazeuiische Millel pa- 
renteral verabreichl wird. 

9. Hine Melhodc nach Anprueh 8. dadurch gekenn- 55 
zcichnct. dass das Mine! iniravends verabreichl wird. 

10. Hine Melhodc nach Anprueh 9, dadurch gekenn- 
zeichnel. dass das Miitcl subkutan verabreichl wird. 

11. Hine Melhodc nach Anprueh 10. dadurch gekenn- 
zeichnel. dass das Miitei transdermal verabreichl wird. 60 

12. Hine Melhodc nach Anprueh 11, dadurch gekenn- 
zeichnel. dass das Millel intramuskular verabreichl 
wird. 

13. Hine Melhodc nach Anprueh 12, dadurch gekenn- 
zeichnel. dass das Mitiel buccal verahrcicht wird. 65 

14. Hine Mcihode nach Anprueh 13. dadurch gekenn- 
zeichnel, dass das Millel sublingual verabreichl wird. 

15. Hine Mcihode nach Anprueh 9. 10, 11 und 12, da- 
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(lurch gekennzeichnel, dass das Miuel koniinuierlich 
verabreichl wird. 

16. Hine Me I node nach Ansprueh 4. 5, 6 und 7. da- 
durch gekennzeichnel, dass das pharmazeuiische Mit- 
tel oral verabreichl wird. 

17. Hine Mcihode nach Ansprueh 16. dadurch gekenn- 
zeichnel. dass die pharmazeuiische Zuhereiiung aus 
der Gruppe. bestehend aus ciner Tableitc. einer Pille. 
einem Dragee, einer Kapsel oder einem Granulum, 
ausgewahll wird. 

18. Hine Melhodc nach Ansprueh 4. dadurch gekenn- 
zeichnel, dass GLP-1 in einer Dosis von 1 bis 50 pi- 
coM/kg Korpergewichl/Minute intravenos verabreichl 
wird oder in einer Dosis von 0. 1 bis 50 nanoM/kg Kor- 
pergewichl/Minute subkutan. 

19. Hine Methode nach Ansprueh 5, dadurch gekenn- 
zeichnel, dass GIP in einer Dosierung von 1 bis 50 pi- 
coM/kg Korpergewichl/Minute intravenos verabreichl 
wird oder in einer Dosis von 0.1 bis 50 nanoM/kg Kor- 
pergcwicht/Minute subkutan. 

20. Hine Mcihode nach Ansprueh 6, dadurch gekenn- 
zeichnel, dass Hxendin-4 in einer Dosierung von 50 bis 
500nanoM/kg Korpcrgewicht/Minuie intravenos ver- 
abreichl wird oder in ciner Dosis von 5 bis 500iui- 
croM/kg Korpergewichl/Minute subkutan. 

21. Hine Mcihode nach Ansprueh 4. dadurch gekenn- 
zeichnel. dass das pharmazeuiische Millel audi par- 
lielle Anatgonisien des GI.P-1 Rezeplors oder der 
GLP-1 Rezeplor Signaltransdukiionskaskade enihall. 

22. Eine Mcihode nach Ansprueh 5. dadurch gekenn- 
zeichnel. dass das pharmazeuiische Miuel aueh par- 
lielle Anatgonisien des GrP- 1 Rezeplors oiler der GIP- 
1 Rezepior Signallrar.sduklionskaskadc enihall. 

23. Fine Methode nach Ansprueh 4, .S und 6. dadurch 
gekennzeichnel, dass das pharmakologische Millel ein 
Konibinalionspraparat beslehcnd aus GLP-1, GIP und 
Hxcndin-4 isl. 

24. Eine Methode nach Ansprueh 23. dadurch gekenn- 
zeichnel, das die pharmakologisehen Miuel aus der 
Gruppe. beslehcnd aus beslehcnd aus GLP-1, GLP-1 
Agonisten. GLP-1 Derivaien, Agonisten des GLP-1 
Rezeplors. Agonisten der GLP-1 Signal Transdukli- 
onskaskade, Mittel. die die Synlhesc endogenen GLP- 1 
stiniulieren. Millel. die die I'rctsclzung von GLP-1 sli- 
mulieren und ihrer pharmakologisehen Salze. und GIP- 
L GIP-1 Agonislen. GIP-1 Derivaien. Agonisten des 
GIP-1 Rezeplors. Agonislen der GIP-1 Signal Trans- 
duklionskaskade. Mittel. die die Synlhesc endogenen 
GIP-1 stiniulieren. Millel. die die I Vcisetzung von GJP- 
1 slimulieren und ihrc pharmakologisehen Salze sowic 
Hxendin-4 und Hxendin-4 Agonislen und Hxendin-4 
Derivate und ihrer pharmakologisehen Salze, ausge- 
wahll wird. 

25. Hine Methode nach Ansprueh 24. dadurch gekenn- 
zeichnel, dass das Kombinatinnspriiparai eine Methode 
nach Ansprueh 8 bis 18 isl. 

26. Die Verwendung der Mcihode nach Ansprueh 
1 -25, mil dem Zicl, dass der Glukosesion weehsc] nor- 
m3lisierl wird. 

27. Die Verwendung der Mcihode nach Ansprueh 
1 -25. mil dem Zicl, dass der LipidstolVwechsel nornia- 
lisierl wird. 

28. Die Verwendung tier Methode nach Ansprueh 
1 27, im Siadiuni der gcstorlcn Glukosetolcranz. 

29. Die Verwendung der Mcihode nach Ansprueh 
I- 28, dadurch gekenzcichnei. dass die Mcihode im Zu- 
sland der Insulinrcsisienz nach chirurgischen Hingril- 
len oder Myokardinl'arkl augewandl wird. 
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3U. Mine Mirihortc p-/cll-s|xv.ilischc Aktivierungs-Rf- 
fekiorcn der PKli/Aki y.u isoltercn. indent die prolifera- 
tive AkiiviiUl phaniiaknlcigischcr Sioffc in Zcll-Proli- 
feral ionsversucheii gcnicsscn werden. 

3 1 . Hine Mcihode nach Anspruch 30. dadurch gckenn- 
/.cicliucl. dass die :mii-;t|)opioiisehe Akltviiai pharma- 
kologischcr SlulVe gcincssen wild. 

32. Hine Mcihode .nach Anspruch 30 und 31. dadurch 
gekcnnzrichnei. d;tss die Zellen INS- 1 Zellen, VUT- 
Zellen. P-TC/ellcn odcr RINinPV/ellen darsiellcn. 

33. Hine Methode nach Anspruch 32, dadurch gekenn- 
Aeiclincl, dass die /ellen isolierlc In seize Hen darsiel- 
lcn. 
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Abbildung 1. Metabolische Aktivitat in INS-1 Zellen 



100- 
90 
HO 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 
0 




10%FBS + 

0 mM Glukose 

5 mM Glukose — ^ 

10 mM Glukose n -f- 

15 mM Glukose -f- 

100 nM Insulin 

I O/i A/ IGF- 1 

100 nA/ GUM 



+ ++ + 



+ + + + 



+ + + + 



- + -- -+ "+-- 

— + ~ -- + - — + - 
+ + + 



+ + + t 
- + -- 



002 047/216 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 199 21 537 A1 
A 61 K 38/22 

23. November 2000 



Abbildung 2. Zeitverlauf der PKB/AJct Aktivierung in INS-1 
Zellen durch GLP-1, Insulin und IGF-1 
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Abbildung 3. Dosis-Wirkungskurve der PKB/Akt Aktiviezrung in 
INS-1 Zellen durch GLP-1, Insulin und IGF-1 
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Abbildung 4. Glukoseabhangigkeit der PKB/Akt Aktivierung in 
INS-1 Zellen durch GLP-l, Insulin und IGF-1 
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Treating carbohydrate metabolism disorders, especially 
diabetes, comprises activating insulin-secreting b-cells 
using glucagon-related peptide, glucose -dependent 
insulinotropic polypeptide, exendin-4 or related drugs. 
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APPLICATION DETAILS: 

PATENT NO KIND 
DE 19921537 Al 



APPLICATION 
DE 1999-1021537 



DATE 
19990511 



PRIORITY APPLN. INFO: DE 1999-19921537 19990511 

AB DE 19921537 A UPAB : 20010202 

NOVELTY - Treating carbohydrate metabolism disorders, by activation of 
PKB/Akt in insulin-secreting beta -cells comprises administration of 
glucagon-related peptide (GLP-1) , glucose -dependent insulinotropic 
polypeptide (GIP) or exendin-4, their derivatives or agonists, receptor or 
signal transduction cascade agonists, GLP-1 or GIP endogenous synthesis or 
release stimulants and corresponding salts. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following : 

(1) use of a pharmaceutical composition containing GLP-1, GIP or 
exendin-4 (or their agonists or derivatives) for inducing the 
proliferation of insulin-secreting beta -cells and inhibiting their 
premature programmed cell death; and 

(2) isolating beta -cell-specific activation effectors for PKB/Akt 
comprising measuring the proliferative or anti-apoptosis activity of drugs 
in cell proliferation studies (specifically using INS-1, HIT, beta -TC or 
RINmF5 cells, especially isolated islet cells) . 

ACTIVITY - Antidiabetic. 

No supporting biological data given 

MECHANISM OF ACTION - Protein kinase activator; insulin-secreting 
beta -cells proliferation activator. 

INS-1 cells were cultured ('starved') overnight in serum-free RPMI 
medium then stimulated for 10 minutes using insulin or IGF-1 or for 360 
minutes using GLP-1. Half -maximum activation was obtained using GLP1 at a 
concentration of 10 nM, compared with 50 nM for insulin and 1 nM for 
IGF-1. 

USE - For treating diabetes mellitus type I or II, MODY, gestational 
diabetes or secondary diabetes (all claimed) . The method may be used in 
the disturbed glucose tolerance stage or in the insulin resistance state 
after surgical intervention or myocardial infarction (claimed) . 
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